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摘要 : 为 了 调查 570 低温 处 理 是 否 改变 家 和 蛋 Bombyx mori liit Ej NAD 代谢 , 本 研究 利用 HPLC 和 分 光 光 度 法 测定 
Y £& 25*C fl 5*C 43 XL RE EB T Eg B HP NADH 含量 、NAD 含量、 乳酸 脱 氢 酶 (LDH) 活性 和 胞 质 芋 果 酸 脱 氨 酶 
(cMDH) 活性。 结果 表明 : 5Y 处 理 的 NAD(NADH + NAD -) 含 量 和 cMDH 活性 分 别 增 加 了 10696 和 53% , 并 且 显 
3E T 25 C 处 理 ( 忆 < 0.01) ; 但 是 两 种 处 理 的 NADHZNAD 比值 和 LDH 活性 没有 显著 差异 (P > 0.05)。 据 此 推 
i, 5 低温 处 理 加 强 了 家 蛋 浪 育 卵 NAD -合成 和 再 生 能 力 。 
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Chilling enhances the NAD levels and cytosolic malate dehydrogenase 


activity in diapause eggs of the silkworm, Bombyx mori 

WANG Qi-Long, WAN Hua-Xing, YAO Jin-Mei, SIMA Yang-Hu, ZHAO Lin-Chuan' ( School of 
Biological and Basic Medicine Sciences, Soochow University, Suzhou, Jiangsu 215123, China) 
Abstract: To investigate whether chilling at 5°C changes the metabolism of NAD in diapause eggs of the 
silkworm, Bombyx mori, the levels of NADH and NAD * along with the activities of lactate dehydrogenase 
(LDH) and cytosolic malate dehydrogenase ( cMDH) in diapause eggs incubated at 25*C and 5C, 
respectively, were determined using HPLC and spectrophotometric methods. NAD (NADH + NAD+) 
levels and the cMDH activity in diapause eggs incubated at SC increased by 10696 and 5396, 
respectively, which were significantly higher than those in diapause eggs incubated at 25% (P «0.01). 
However, no significant difference in the NADH/NAD * ratio and the LDH activity was observed between 
the incubation treatments at 25% and 5C (P >0. 05). It is so inferred that the ability for NAD ' 
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synthesis and regeneration in Bombyx diapause eggs is enhanced by chilling. 
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AT POE riz Rc 8 5 P S (nicotinamide adenine 
dinucleotide, NAD) 包括 还 原型 (NADH ) 和 氧化 型 
(NAD - ) B fp 2S 90, 388 SEE PEE TERI — 32 E B J^, 
NAD+ AMA NADH, NADH 经 过 呼吸 电子 传递 
ERIRE, RAR 0, 氧化 为 NAD ,同时 生成 ATP 
AHO, 可见，NAD (NADH + NAD+ ) 含量 和 
NADH/NAD -比值 的 变化 与 呼吸 耗 氧 量 关系 密切 。 
NAD 再 生 是 上 述 过 程 能 否 持续 不 断 地 顺利 进行 的 
前 提 条 件 之 一 。 除 了 通过 呼吸 电子 传递 链 再 生 
NAD ' 途径 外 ,乳酸 脱氧 酶 (lactate dehydrogenase, 
LDH) AH HE Jo s R R HS - HP (cytosolic malate 
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diapause termination ; 


nicotinamide adenine dinucleotide; lactate 


dehydrogenase, cMDH ) 也 能 人 够 催化 NAD 再生 。 
LDH 是 糖 酵 解 途径 中 的 一 个 重要 酶 ,催化 丙酮 酸 被 
NADH 还 原生 成 乳酸 ， 同 时 完成 NAD ”的 再 生 。 
cMDH 是 苹果 酸 - 天 冬 氨 酸 穿梭 机 制 中 的 关键 酶 , fi 
化 草 酰 乙酸 被 NADH 还 原 为 苹果 酸 , 同时 完成 
NAD 的 再 生 ( Ying, 2008) , 

家 在 Bombyx mori ERAI BJ Bi A Ee RS RPR} 
CRA AREKE A ERRAR, 低温 冷藏 
SES E ER Hii AAA ( Yamashita, 1996; HA E, 
2003 ) 。 此 前 我 们 的 研究 表明 ， 即 时 浸 酸 在 提高 呼 
吸 耗 氧 量 的 同时 ,显著 提高 了 NAD 含量 , 但 是 未 显 
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车 改变 NADH/NAD 比值 ( 姚 金 美 等 , 2012) ; HT 
调查 低温 处 理 在 解除 家 看 卵 济 育 的 同时 是 否 也 显 车 
改变 其 NAD 代谢 , 我 们 从 家 看 沛 育 性 卵 产 下 后 48 
h 开始 分 别 进行 25C 和 5 人 处理, 并 且 利 用 HPLC 
和 分 光 光 度 法 测定 了 NADH 含量 、NAD 含量 、 
LDH 活性 和 cMDH 活性 的 变化 。 结 果 发 现 低温 处 
理 显 车 提高 了 NAD 含量 和 cMDH 活性 。 


1 材料 与 万 法 


1.1 家 看 品种 

二 化 性 、 单 系 家 看 原 种 大 造 (Dazao)， 由 苏州 
大 学 看 又 研究 所 提供 。 
1.2 家 等 滞 育 性 卵 的 获得 及 处 理 

KARIERE 25C. HAWAR P fen. s 
用 常规 桑 叶 饲养， 幼虫 期 、 师 期 和 成 虫 期 都 置 于 
25C、 光 周期 12L: 12D rp, UÆ HE E IEZA BH 
( Morita et al., 2003) , T B EX Æ BB IR TE TF 25C 
H, 在 产 下 后 48 h 取出 部 分 牌 卵 , 经 过 157C, 2 h 
过 渡 后 , 转 入 5 中 进行 低温 处 理 , 以 解除 浪 育 状 
态 , 共处 理 90 d。 分 别 在 低温 处 理 后 0, 10, 20, 
30, 40, 50, 60, 70, 80 和 90 d RÆ m 5 g, 样 
MERA P ERa AT -700 保存 ,分 别 用 于 
NADH 含量 、NAD 含量 、LDH 活性 和 cMDH 活性 
测定 。 所 有 测定 重复 3 次 。 
1.3 ZÆ NADH 和 NAD 含量 测定 

25*C F 5?C RESIE RJ ZC XE DB P. NADH 和 NAD 提 
取 和 含量 测定 采用 NAD 含量 测定 试剂 盒 ( 苏州 科 
铭 生 物 撤 术 有 限 公 司 ), 测定 方法 按照 试剂 盒 说 明 
进行 。HPLC 分 析 条 件 同 姚 金 美 等 (2012 ) , 使 用 的 
高 效 液 相 色 谱 仪 和 色谱 柱 的 型 号 分 别 为 Waters 
1525 和 Agilent ZORBAX Sb-aq (250 mm x4.6 mm), 
1.4 ZÆ LDH 和 cMDH 活性 测定 

25C 和 5S% AXE BJ Z x B rH LDH 和 cMDH 提 
取 和 活性 测定 分 别 采 用 LDH 活性 测定 试剂 盒 和 
cMDH 活性 测定 试剂 盒 ( 苏州 科 铭 生物 技术 有 限 公 
HJ) , 测定 方法 按照 试剂 盒 说 明 进 行 。 在 377C P 
^E. LDH 活性 , 活性 单位 为 nmol /mg pro * min, 在 
25*C 下 测定 cMDH 活性 , 活性 单位 定义 为 nmol /mg 
pro。min。 
1.5 数据 统计 与 分 析 

采用 ANOVA 和 Student! s Newman-Keuls post 
hoc test ( SPSS Inc., USA) E$ 25C 和 5S% AREE ZR 


Xie BgrB NADH, NAD* 和 NAD 含量 以 及 NADH/ 
NAD -比值 、LDH 活性 和 cMDH 活性 的 差异 显著 
TE, P<0.05 为 差异 显著 , P <0.01 为 差异 极 显 车。 


2 结果 与 分 析 


2.1 两 种 温度 处 理 对 家 等 滞 育 卵 NADH 含量 的 
影响 

处 理 期 间 , 25*C AREE ZE AUS Ej UJ NADH 含量 
无 显著 变化 , 5 处理 的 NADH 含量 增加 了 117906; 
后 者 NADH 含量 在 处 理 后 10 -30 d 期 间 显著 高 于 
前 者 (P<0.05), 处 理 后 40 -90 d 期 间 极 显 著 高 于 
前 者 (P<0.01), 处 理 90 d 时 后 者 相当 于 前 者 的 
226% (图 1)。 
2.2 两 种 温度 处 理 对 家 看 滞 育 卵 NAD 含量 的 
影响 

处 理 后 0 -10 d, 25 人 和 5 人 处理 的 家 看 浪 育 卵 
NAD -含量 分 别 下 降 了 30% 和 25% ; 处 理 后 10 -90 
d, 25 人 处 理 的 NAD 含量 无 显著 变化 , 5 信人 处 理 的 
NAD 含量 升 高 了 73% ; 后 者 NAD 含量 在 处 理 后 
10 -30 d 期 间 显著 高 于 前 者 (P <0.05), 处理 后 
40 -90 d 期 间 极 显著 高 于 前 者 (P<0.01)，, 人 处理 90 
d 时 后 者 相当 于 前 者 的 200% (图 2)。 
2.3 ”两 种 温度 处 理 对 家 等 灌 育 卵 NAD 含量 的 
影响 

处 理 期 间 , 25*C ARX P] Zi ds A UD NAD 含量 
下 降 了 8% , SC ARS] NAD 含量 增加 了 106% ; 后 
者 NAD 含量 在 处 理 后 10 -30 d 期 间 显 著 高 于 前 者 
(P «0.05) ,处 理 后 40 -90 d 期 间 极 显著 高 于 前 者 
(P «0.01) ,处 理 90 d 时 后 者 相当 于 前 者 的 22496 
(图 3)。 
2.4 ”两 种 温度 处 理 对 家 看 渍 育 卵 NADH/NAD pk 
值 的 影响 

处 理 后 0 -10 d, 25 人 和 5 人 处理 的 家 看 浪 育 卵 
NADH/NAD ' 比值 分 别 升 高 了 43% 和 60% ; 处 理 后 
10 -90 d, 两 者 NADH/NAD -比值 处 于 波动 中 ,后 
者 高 于 前 者 , 但 是 差异 不 显著 (图 4)。 
2.5 ”两 种 温度 处 理 对 家 看 汪 育 卵 LDH 活性 的 
影响 

处 理 后 0 -10 d, 25 人 和 5 人 处理 的 家 看 浪 育 卵 
LDH 活性 分 别 下 降 了 51% $0 4796 ; 处 理 后 10 - 90 
d, 两 者 LDH WERKA NA, 但 是 不 存在 显著 差 
寞 (图 5)。 
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Fig. 1 
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图 1 25C 和 5 处 理 家 看 浪 育 卵 中 NADH 含量 的 变化 
Changes in NADH level in the 25°C- and 5°C -treated diapause eggs of Bombyx mori 


柱 上 不 同 大 、 小 写字 母 分 别 表 示 $% 和 25% 下 不 同 处 理 时 间 在 0.05 水 平 上 存在 显著 差异 (检验 ) ; 下 图 同 。Different eaptital and small letters 


above bars indicate significant difference among different treatment time at SY and 25% , respectively (t test). The same for the following figures. 


Fig. 2 


Fig.3 





0.3 [1 25*6 
Bc D D D 
BC 
3 pc BC p ED 
E 
0.2 
S es AB 
= A b b 
E E b b b b b 
= "- b b 
T AES 
H 二 
i | | | | 
j= 
二 0.1 
Z 
0 
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 
处 理 时 间 (d) 


Treatment time 


图 2 25%C 和 5 人 处理 家 看 浪 育 卵 中 NAD 含量 的 变化 
Changes in NAD * level in the 25°C- and 5°C -treated diapause eggs of Bombyx mori 
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图 3 25'C fü "C REREZCSETEE E BP NAD 含量 的 变化 
Changes in NAD level in the 25*C - and 5°C -treated diapause eggs of Bombyx mori 
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图 4 25'C 和 5Y 处 理 家 看 浏 育 卵 中 NADH/NAD -比值 的 变化 
Fig. 4 Changes in NADH/NAD ' ratio in the 25°C - and 5*C -treated diapause eggs of Bombyx mori 
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图 5 250A 5*C REHEZC A DP. LDH 活性 的 变化 
Fig. 5 Changes in LDH activity in the 25*C- and 5°C -treated diapause eggs of Bombyx mori 
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图 6 25 人 和 5 处 理 家 蛋 浏 育 卵 中 cMDH 活性 的 变化 
Fig. 6 Changes in cMDH activity in the 25°C- and 5°C -treated diapause eggs of Bombyx mori 
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2.6 两 种 温度 处 理 对 家 等 滞 育 卵 cMDH 活性 的 
影响 

处 理 期 间 , 25^C AEWRE A 9B cMDH 活性 
fr 40 d 形成 峰值 ，5%C 处 理 的 cMDH 活性 升 高 了 
5396 ; 后 者 cMDH 活性 在 处 理 后 10 -40 d 期 间 与 
前 者 不 存在 显著 差异 , 处 理 50 d 时 显著 高 于 前 者 
(P «0.05) , 处 理 后 60 -90 d 期 间 极 显 著 高 于 前 者 
(P<0.01)，, 处 理 90 d 时 后 者 相当 于 前 者 的 192% 
(图 6)。 


3 讨论 


本 研究 结果 表明 , 25Y 处 理 在 维持 沾 育 状态 的 
同时 , KAMA IA NAD RERA BER THU, 
5SY 处理 在 解除 淖 育 状态 的 同时 , 极 显 著 地 提高 了 
NAD 含量 。NAD 含量 主要 受到 NAD 合成 和 降解 
平衡 的 影响 (Ying，2008 )。 可 见 , 与 即时 浸 酸 一 
TE, SC AERIS] ZA A IP NAD 合成 大 于 NAD- 
降解 。 此 外 , NAD 激酶 催化 NAD 磷酸 化 生成 氧化 
AUN PELO ER UR UT — TPRCH BR WR ER ( oxidized 
nicotinamide 
NADP ) NADP TEE BS MEME TH Ix BJ Ic y. ( Kawai 
and Murata, 2008), 此 ，NAD 含量 还 受到 
NAD ZNADP 相互 转化 状况 的 影响 。SY 处 理 还 显 
著 提 高 了 家 在 沛 育 卵 的 NADP(NADPH + NADPH) 
含量 和 NAD 激酶 活性 (为 文 发 表 ) 。 据 此 可 以 进 一 
步 推测 , 5C 处 理 通过 加 强 NAD ’' 合成 来 提高 家 看 
ii E BB NAD 含量 。 

25 人 和 5 信人 处 理 的 家 不 沸 育 卵 呼 吸 耗 氧 量 不 存 
在 显著 差异 (Yaginuma and Yamashita, 1999)。 。 可 
见 , 5 人 CC 处理 未 显著 改变 家 看 沛 育 卵 中 通过 呼吸 电 
子 传递 链 氧 化 再 生 NAD 的 能 力 。25Y 和 5 处 理 
的 家 看 滞 育 卵 LDH 活性 不 存在 显著 差异 , 但 是 5%C 
处 理 的 ceMDH 活性 从 处 理 50 d 开始 显著 高 于 25C 
处 理 。 该 结果 表明 , S7C 处 理 50 d 以 上 能 够 通过 提 
高 cMDH 15 PER Jil 58 Ze A dé A Ug rp NAD - 再生 
能 力 。 

与 NAD 含量 不 同 ,，NADH/NAD - 比值 主要 受 
A| NADH 氧化 和 NAD -还 原平 衡 状 况 的 影响 (Ying， 
2008 ) 。 本 研究 表明 , 25 "CRI SC ARKE A UD 
NADH/NAD “比值 不 存在 显著 差异 。NAD- 山 梨 醇 
脱氧 酶 (NAD dependent sorbitol dehydrogenase, 
NAD-SDH) 众 化 山梨 醇 转 化 为 糖 原 时 ，NAD -被 还 
原生 成 NADH。 在 产 下 后 2 d XE KEH A BB ETT 


adenine dinucleotide phosphate, 


5*C Ab 3H, Ii AL i A ES (sorbitol dehydrogenase, 
SDH) 活性 大 约 从 处 理 40 d 开始 显著 升 高 (Niimi et 
al., 1993) 。 这 意味 着 5 C Mb LEA] KA de A Up rp 
NAD 从 处 理 40 d 开始 被 还 原 为 NADH, 4H Er 
述 , S^C AREE] cMDH 活性 从 处 理 50 d 开始 显著 高 
于 2S% 处理 。 可 见 , 5*C 处 理 通 过 同时 提高 SDH 和 
cMDH 活性 来 达成 NADH 氧化 和 NAD -还 原平 衡 ， 
从 而 导致 23 和 5S3% Ab 38 B Z€ dis £j 99 NADH/ 
NAD 比值 不 存在 显著 差异 。 

TE 5C rp, 家 看 浪 育 卵 的 呼吸 耗 氧 量 一 直 保 持 
在 极 低 水 平 。 如 果 在 冷藏 不 同时 间 后 转 和 人 25% t, 
其 呼吸 耗 氧 量 的 变化 表现 出 两 种 情况 : (1 ) 冷 藏 时 
间 少 于 50 d, 呼吸 耗 氧 量 升 高 程度 有 限 ; (2) 冷 藏 
时 间 超 过 60 d, 呼吸 耗 氧 量 显著 升 高 (Yaginuma and 
Yamashita, 1999) 。 本 研究 结果 表明 , Æ SC 处 理 过 
ERKAM E US NAD' 合成 能 力 持 续 增 强 ，NAD 
再 生 能 力 直到 处 理 50 d 以 后 才 开 始 显著 增强 。 据 
此 可 以 推测 , 5*C 处 理 50 d 以 内 , BA NADER 
能 力 显著 增加 , 但 是 NAD -再生 能 力 较 低 ,， 不 足以 
维持 高 强度 的 糖 酵 解 -三 羧 酸 循环 , KAKE A 
卵 呼吸 耗 氧 量 在 5C NI 257C 中 都 较 低 ; S% 处 理 50 
d A E, NAD 合成 能 力 进 一 步 增加 , 同时 NAD 再 
生 能 力 开 始 显著 增强 ,能 够 维持 高 强度 的 糖 醇 解 - 
三 羧 酸 循环 , 5C 低温 抑制 了 呼吸 作用 ， 导 致 呼吸 
耗 氧 量 仍然 维持 于 极 低 水 平 , 但 是 NAD 合成 和 再 
生 能 力 增强 为 转 和 人 25% 后 呼吸 耗 氧 量 迅 速 升 高 黄 
定 了 基础 。 

近年 来 , 低温 人 处理 解除 家 看 沛 育 分 子 机 制 的 研 
究 取 得 了 很 大 进展 ( Moribe et al., 2001; Lin et al., 
2009; EAH, 2010; HKJ, 2010; Sima et al., 
2011; 王 丽 等 , 2011; 姚 金 美 等 ,2012 ) ,但 是 关于 
低温 处 理 对 家 看 淖 育 卵 NAD 代谢 的 研究 还 未 见报 
道 。 本 研究 结果 表明 , SY 处 理 显著 增强 了 家 在 济 
育 卵 NAD 合成 和 再 生 能 力 。 鉴 于 NAD 是 能 量 代 
谢 、 线 粒 体 功能 、 钙 稳 态 、 氧 化 胁迫 和 基因 表达 等 
不 同 生 物 学 过 程 的 重要 调控 因 了 于 ,而 且 在 家 乍 淖 育 
发 动 、 即 时 漫 酸 阻 止 渍 育 发 动 和 低温 人 处理 解除 济 育 
过 程 中 NAD 合成 和 再 生 能 力 都 发 生 了 显著 变化 
(Ying, 2008; 姚 金 美 等 ,2012) ,今后 有 必要 进 一 
Ao Zo8 i A BB NAD 代谢 及 其 功能 做 深入 研究 。 
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